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論文内容の要旨
〔目的〕
腹膜播種は、進行胃癌治癒切除後の再発形式として最多である。このことは術中すでに肉眼では同定できない微少
腹膜転移が存在することを示唆している。本研究の目的は、微少腹膜転移を検出する遺伝子解析法を確立し、この診
断法を用いた定量的解析が、術前化学療法の治療効果判定に応用できるか否かを検討することである。
〔方法〕
1 )緑色蛍光蛋白 (EGFP) のプラスミッドベクターを導入し微少転移が観察可能となったヒト胃癌細胞 MKN-45
をヌードマウスの腹腔内に移植し、腹腔内微少転移モデルを作成した。腹腔内移植 14 日目、 21 日目に安楽死させ、
腹腔内を蛍光顕微鏡にて観察し、腹膜播種結節数を測定した。また同時に腹腔内洗浄液を採取し、洗浄液中の癌細胞
量を定量した。微少な癌細胞を検出するために carcinoembryonicantigen (CEA) mRNA を標的とした RT-PCR 法
を導入した。さらに、 LightCycler (Roche lnternational Co.) を用いたリアルタイム PCR 法による癌細胞定量法を
確立した。腹膜播種結節数と腹腔洗浄液中の CEAmRNA 値との関係を検討した。
2) 胃癌 137 症例において、手術時に採取した腹腔洗浄液の遺伝子解析を行ない、その結果と患者の再発予後との
関係を検討した。
3) 1999-2001 年の期間に術前 staging laparoscopy により T3、 T4 と診断された進行胃癌症例のうち、術前腹腔
内化学療法を施行した 19 例を対象とした。全身麻酔下に staging laparoscopy を施行し、腹腔内洗浄液を採取した。
その後、腹腔内化学療法を施行し、後に開腹手術あるいは staging laparoscopy を行ない、再度腹腔洗浄液を採取し
た。化学療法前後で採取した腹腔洗浄液を遺伝子解析し、 CEAmRNA の定量値の変化と予後との関係を検討した。
〔成績〕
1 )腹膜播種モデルを用いた検討により、腹腔内の蛍光結節数(微少転移も含めた)と腹腔洗浄液の CEAmRNA
の定量値は相関していた (r=.05 、 p=.0012) 。
2) 臨床例では、開腹手術時の腹腔洗浄液診断と予後は相関した。細胞診陽性例、これらは全例遺伝子解析でも陽
A『晶
性、の予後は最も悪く (p=O.OOl) 、細胞診陰性例に限っても、遺伝子解析陽性は有意に陰性より予後不良であった
(p=0.002) 。
3) 術前化学療法施行例の解析では、定量的遺伝子解析が陽性から陰性化したものが 6 症例、陰性のまま不変であ
ったのが 5 症例、一方、化学療法前後とも遺伝子診断が陽性で、あったのが 8 症例あった。これらの結果と予後との関
係は、治療後に遺伝子解析が陰性で、あった 11 症例中、腹膜播種再発で死亡した 1 例をのぞき全例生存中であるのに
対し、治療後も陽性であった 8 症例は、 1 例を除き全例死亡した (p<0.05) 。再発形式のほとんど (8/10 例)が腹
膜播種で、あった。
〔総括〕
CEA をターゲットとした腹腔洗浄液定量的遺伝子解析は、肉眼で、は観察困難な微小な腹膜播種の程度を反映するこ
とを、動物モデルを用いて示した。臨床例においては、開腹手術時の腹腔洗浄液遺伝子解析は、従来の細胞診陰性症
例における予後因子となりうることを示した。さらに、化学療法前後の腹腔洗浄液遺伝子解析値の変化が予後と相関
したことより、腹膜再発高危険群といわれる紫膜浸潤陽性胃癌において、腹腔洗浄液を用いた遺伝子解析法は、感度
よく腹腔内の遊離癌細胞を検出し、予後予測に有効な手段であるとともに、化学療法の効果判定にも有用である可能
性が示された。
論文審査の結果の要旨
進行胃癌では根治手術が行われた場合でも術後腹膜再発をしばしば認める。これは術中すでに肉眼では同定できな
い微少腹膜転移が存在することを示唆している。近年この微少転移検出のためさまざまな研究がなされているが、臨
床応用可能な診断、予防的治療の評価の方法は確立されていない。そこで本研究では、微少腹膜転移を検出する遺伝
子診断法を確立し、この診断法を用いた定量的診断が、術前化学療法の治療効果判定に応用できるか否かを検討した。
まず胃癌 137 症例において、手術時に採取した腹腔洗浄液の CEAmRNA を標的とした遺伝子診断を行ない、従来
の細胞診陰性症例においても遺伝子診断で陽性患者の予後は陰性より予後不良であることを示した。つまり従来の細
胞診では検出できなかった微少転移を遺伝子診断にて検出し、再発高危険群の予測が可能となった。
次に腹腔内微少転移モデ、ルにて腹腔洗浄液の定量的遺伝子診断を行うことにより腹腔洗浄液中の癌細胞量と腹腔
内微少転移数とが相関することを示した。これをもとに臨床例で腹腔洗浄液を化学療法前後で採取し、定量的遺伝子
診断を行った。遺伝子診断の化学療法前後での定量値の変化と予後との関係の検討により、治療後に遺伝子解析が陰
性であると予後が良好であり、治療後も陽性であると予後が不良となることを示した。これは化学療法前後での腹腔
洗浄液の定量的遺伝子診断が、腹膜播種に対する化学療法の効果判定法の新たな指標になりうる可能性を示した。
以上の研究は、胃癌腹膜播種の早期診断、および化学療法の効果判定予測に貢献するものと考えられ、学位の授与
に値すると認める。
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